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　　　Agar　disc　combination　method　（ADC　method），　a　new　and　simple　means　for　evaluation　of
combined　eflicacy　of　antimicrobial　agents　was　devised．　Usefulness　of　the　ADC　method　was
confirmed　through　a　comparison　of　results　obtained　by　the　ADC　and　conventional　methods　for　the
combined　effects　against　clinical　isolates　of　methicillin－resistant　StaPJaylococczfs　aztrezts　（MRSA），
En　terococczts，　Pseudonzonas，　Serratia　and　Candida　species．
　　　The　ADC　method　is　a　modification　of　the　standard　disc　agar　diffusion　test．　The　combined
eflicacy　was　determined　by　the　ADC　indices　calculated　from　the　diameters　of　inhibition　zones　which
were　formed　by　interaction　between　a　definite　concentration　of　a　drug　in　agar　and　another　drug
diffusing　from　the　sensitivity　discs，　and　indices　of　＄O．5　or　）2　were　interpreted　as　synergistic　or
antagonistic，　respectively．
　　　The　combined　effects　obtained　by　the　ADC　method　were　as　follows：the　combinations　of　CEZ　十
CMZ　against　MRSA，　MINO十EM　against　E．　faecalis，　FOM十IPM／CS　against　E．　fac？ciu｝n，　AMK十
LMOX　against　Ps．　aeruginosa　and　FOM十CMZ，　MINO　or　EM　against　S．　nzaxcescens　showed
synergistic　effects　for　multiple　strains　of　each　species．　ln　the　case　of　Candicla　albicans，　synergistic
effects　were　observed　in　the　combinations　of　AMPH十5　FC　and　MCZ十5　FC　with　a　few　strains．
　　　Effects　of　57　drug　combinations　（26　in　the　case　of　killing　curve）　were　examined　for　6　species
of　organisms，　comparing　the　results　by　the　ADC　method　（ADC　index）　with　the　checkerboard
method　（fractional　inhibitory　concentration，　FIC　index）　and　killing　curve．　There　were　agreements
by　82．460／o　between　ADC　and　FIC　indices　and　by　84．620／o　between　ADC　indices　and　the　results　of
killing　curve，　thus　showing　good　correlation　between　the　results　of　the　ADC　and　the　two　conven一
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tional　methods．
　　Compared　with　the　conventional　methods，　the　ADC　method　is　simple　in　procedure　and　makes
it　possible　to　estimate　the　combined　effects　of　a　variety　of　antimicrobial　agents　in　an　agar　plate．　The
new　method　is　a　useful　means　of　drug　selection　for　appropriate　chemotherapy　against　refractory
infectious　diseases．
緒 言
　化学療法剤の開発には目覚ましいものがあり，
種々の重篤な感染症の治療に大きな効果をあげてき
た．しかしその一方面は宿主の抵抗性減弱下での日
和見感染に代表される，難治性感染症が問題となっ
ている．細菌感染症の化学療法には通常1薬剤投与
が原則であるが，高齢者，消耗性疾患患者や基礎疾
患を持つ宿主に併発した重症感染症に対しては，併
用療法を必要とする場合が多い．
　in　vitroにおける抗菌剤の併用効果については，
Jawetzl）らの報告がよく知られているものの，併用
効果の概念については未だ定説がなく併用薬剤の選
定は困難である．in　vit7”Oで併用効果を検索する方
法には，Checkerboard法（以下CB法）やKilling
curve法（以下KC法），ディスク拡散法があるが，
KC法は操作が煩雑なこと，ディスク拡散法は再現
性に問題があることなどから，CB法が一般に広く
用いられる．しかしこの方法も，日常の検査で数種
の薬剤組み合わせを同時に検べるには適当ではな
い．
　著者は，多種の薬剤組み合わせについて併用効果
を簡易に検索する方法として，Agar　Disc　Combina－
tion　method（以下ADC法）を考案し，難治性感
染症の原因菌として注目されるメチシリン耐性黄色
ブドウ球菌（MRSA），　EnterOCOCCZtS，　Pseudomonas，
Serzatia並びにCandidaについて各種抗菌剤の併
用効果を検討し，これが有用な簡便法であることを
確認したので報告する．
実験材料
　1）　菌株：東京医科大学病院中塗で分離した，
Stmphylococcus　aurezts（S．　aZtrezrs）11株，　Enterococ－
CZtS　faecalis（E．　faecalis）とEnterococczts　faecium
（E．　faecium）各5株，　Pseudomonαs　aemginosα（・Ps．
aerz．tginosa）6株，　Serratia　mα7’cescens（S．　marces－
cens）3株の5菌種30株の一般細菌と，　Candida
albicans（C．　albicαns）5株を用いた．
　2）培地および培養法：一般細菌の予備培養は，
感受性測定用ブイヨン（Sensitivity　Test　Broth：日
水，以下STB）に37℃24時間，本培養には同ブイ
ヨンに16時間培養し，実験に供した．ディスク拡散
法による感受性試験並びにADC法で使用した基礎
培地は，感受性測定用寒天培地（日水，STA）．真菌
の予備培養にはSabouraud　dextrose　agar（SDA）
で37℃24時間，本培養はCasals2）の方法に準拠し
て作成したYeast　Nitrogen　Base（YNB）で40時
間培養した．
　3）薬剤およびディスク：一般細菌には作用機序
の異なる代表的な抗菌剤と市販の1濃度ディスク
（昭和ディスク：昭和薬品化工K．K．）を使用した．
抗真菌剤はAmphotericin　B　（以下AMPH），
Miconazole　（MCZ），　5－Fluorocytosine　（5　FC），
Nystatin（NYS），　Variotin（VR）の5種．なお
MCZとNYSはdimethylsulfoxideで溶角率後，他の
抗真菌剤と同様にYNBで希釈調製した．ディスク
の調製は，薬剤不添加の市販ディスク（8mmφ，
TOYO　SEISAKUSYO）にAMPH，　MCZは10
μg，5FCは0．313μg，　NYSは20　U，　VRは37．5
［薬剤略語］
ABPC：ampicillin
CEZ：cefazolin
CZX：ceftizoxime
CBPC：carbenicillin
CMD：cefamandole
CMX：cefmenoxime
IPM／CS：imipenem／cilastatin　sodium
KM：kanamycin
LCM：lincoinycin
OFLX：ofloxacin
GM：gentamicin
MINO：minocycline
FOM：fosfomycin．
SBPC：sulbenicillin
CPZ：cefoperazone
CMZ：cefmetazole
LMOX：latamoxef
AMK：amikacin
CP：chloramphenicol
CET：cephalothin
CTX：cefotaxime
CTT：cefotetan
SM：streptomycin
EM：erythromycin
PL：polymyx．　in
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Uとなるように滴下（25μ1）し，24時間凍結乾燥後，
実験に使用した．なお，これらディスクはその都度
調製した．
実験方法
　1．ディスク拡散法
　予め作成した濁度と生菌数の関係図から，新鮮培
養菌をSTBで6．Ox106／mlとなるように希釈調製
し，この50μ1を培地表面に滴下，ガラスビーズで
均等に塗抹した．その後ディスクを1シャーレにっ
き4～5種配置し，37℃16時間培養後の阻止円の直
径を計測，一般細菌についてはこれより判定表に従
って感性度と，近似MICを求めた．
　2．最小発育阻止濃度（MIC），最小殺菌濃度
　　（MBC）測定法
　一般細菌のMICの測定は液体培地希釈法（broth
dilution　method）で行なった．薬剤濃度は1，600
μg／mlよりの2倍階段希釈系列で，1×106／mlの菌
液の25μ1を接種して20時間培養し，肉眼的に菌の
発育を認めない薬剤の最大希釈を1MIC　（mini－
mum　inhibitory　concentration）とした．次にMIC
以下の各希釈管から一定量をSTAに移植し培養，
菌の発育の有無により最小殺菌濃度（minimum
bactericidal　concentration：MBC）を求めた．
　CαlbicansはMCZ，5FCの場合で，発育の有
無が肉眼では不明確なものが認められたが，その時
には混釈培養法により生菌数を測定しMICを求め
た．最小殺菌濃度（minimum　candicidal　concentra－
tion：MCC）の測定はSDAを用いて一般細菌の場
合と同様に行なった．
　3．in　vitro併用効果検定法
　a）　ADC法：原理は寒天培地中に添加した薬剤
と，感受性ディスクの薬剤との併用効果を検索する
ものである．一般細菌については，ディスク拡散法
で求めたMIC近似値（μg／m1またはU／ml）の1／
10濃度を50℃で保温のSTAに加え，正確に20　ml
をシャーレ（90mmφ）に分注し薬剤加平板とした，
対照は薬剤不添加のSTA．6．0×106／mlに調製し
た各種菌液50μ1をガラスビーズにより均等に平板
に塗抹，30分後（室温放置）に併用の薬剤ディスク
を配置（4～5種／平板）し，37℃16時間培養後の阻
止円の直径から次式によりADC　indexを求めた．
　　　　　　　　　　mADC index ＝　　　　　　　　10　（c－m）
　　　　m：単剤のディスク阻止円直径（mm）
　　　　c：併用時のディスク阻止円直径（mm）
なお，単剤の阻止円径が併用より大のときは，その
差を単剤阻止円径で割り，10倍した．ADC法でA，
B両剤の併用を検べるとき，①A剤加培地：B剤
ディスク，②B剤加培地＝A剤ディスクの2通り
の成績が得られる．この双方のindexが0．5以下
のときを相乗，2．0以上を拮抗，0．5＞～＜2．0を不
関とし，さらに一方が不関であっても他方が相乗の
場合は相乗（拮抗の場合も同様），一方が相乗で他方
が拮抗のときは不関と定義した．なお，ADC法に使
用の薬剤ディスクは可能な限り代表的な系統を網羅
した．
　C．albicans　の場合は，液体培地培養法による
MICの結果から1／！0～1．6MIC量を培地中に添
加，自家調製のディスクを使用して40時間培養で判
定した．
　b）Checkerboard法：常法に従い薬剤の併用効
果を検べたが，概略は以下の通り．
　小試験管を縦，横に10列宛正方形に用意し，縦の
系列にA剤の2倍階段希釈液を作り，横にB剤の
2倍階段希釈液を加え，すべての試験：管に1×106／
rnlに調製した菌液の25μ1を接種し一般細菌で16
時間，真菌で40時間培養後のMICを求めた．効果
の判定は，fractional　inhibitory　concentration
index（FIC　index）を次の計算式から求め，
　　　　　　　　　　　　aO：A剤単独のMIC
　　　　　　　　　　　　　a：A剤，B剤併用時の
FIC　i・d・x一。も＋誌b。，感量芳MIC
　　　　　　　　　　　　　b：A剤，B剤併用時の
　　　　　　　　　　　　　　B剤のMIC
この値が0．5以下のときを相乗，2．0以上を拮抗，そ
れ以外を不関とした．
　c）Killing　curve法：被検菌に対する2薬剤の
1／2MIC，1／4　MIC濃度と，両薬剤を併用したもの
をそれぞれ調製し，1×105／mlの菌液中に添加して
37℃2，4，6，24時間培養後の生菌数を混釈法によ
って求めた．効果の判定は併用の生菌数が，単剤の
生菌数に比較して10－2以下に減少した時を相乗効
果ありとした．
　C．albicansの場合は，8，24，32，48時間の生菌
数を測定して判定した．
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AGAR
ABPCSBPCCEZCMZCTXFOM GM EM MINO
ABPC 2a 2 4 1 1
SBPC1 1 3 1
CEZ （1） 4 （1） 2 1
CMZ1（1） 4 6 4 4（1） 1（1） 2 （2）Oの己
CTX 1 1（D 1（1） 3 1 （D
FOM 2 2 5 4 3 1 1 1
GM 1 1 1
EM （1）
MINO1（2） 1 1 1（1） 1 1（D （1） 3（1）
a：number　of　synergistic　combination， （　）二antagonistic
Fig．　1　Combination　effect　of　two　antibi－
　　otics　determined　by　ADC　method　on　S．
　　aZtreus（ルfRSA，8st7’ains）
εf旨ec8”s（5　strains）
SBPCEZCPZFOM GM MINOEM
1 1 SBPCABPC
FOM 2 1 2 2 CEZ
LMOX 1 3 1 CPZ
IPMICS2 3＊ 1 1 FOM
AMK （D GM
MINO 2 （1） 5 MINOEM 1 1 EMOFLX 11 1
ABPCFOMLMOX1PM／CSAMKMINOEM OFLX
Efaθdum（5　strains）
Fig．　2　Combination　effect　of　two　antibi－
　　otics　determined　by　ADC　method　on
　　En　terococcus　spp．
＊　：3strains　（　）：antagonistic
成 績
　1．黄色ブドウ球菌に対する各種薬剤の併用効果
　　のADC法による検討
　S．（lit7’c・ZtSに対するメチシリン（dimethoxy－
phenylpenicillin）のMICを液体培地希釈法により
測定し，！2，5μg／m1以上に耐性を示した株を
MRSAと判定した．
　ADC法による併用効果の成績をFig．1に示し
た．MRSA　8株にABPC，　SBPC，　CEZ，　CMZ，
CTX，　FOM，　GM，　EM，　MINOの9薬剤を併用
したが，最も有効な薬剤組み合わせはCEZ　と
CMZであり，6株に相乗効果が認められた．そのう
ち4株はCEZ　を培地中に添加してディスクに
CMZを使用した時と，その逆にCMZ添加培地に
CEZのディスクを用いた場合の双方（以後ADと
略記）で効果を認めた．他の2株はCEZ（培地中添
加）十CMZ（ディスク）のとき（A）に相乗効果が認
められ，その逆の組み合わせ（D）では不関であった．
その他の薬剤組み合わせでは，CEZ＋FOMで6株
（AD：1，　A：4，　D：1），　CMZ＋ABPC　5株（A：
4，D：1），　CMZ十CTXは5株（AD：2，　A：1，
D＝2）に相乗効果があった．拮抗作用は全薬剤72組
み合わせ中15例（CEZ＋CTXに1株はAD）で，そ
のうちMINOとの併用に8例認められた．
　2．腸球菌についてのADC法による併用効果
　E．faecalis　にはSBPC，　CEZ，　CPZ，　FOM，
GM，　MINO，　EM　の7薬剤，　E　faecizam　には
ABPC，　FOM，　LMOX，　IPM／CS，　AMK，
MINO，　EM，　OFLXの8薬剤をADC法に使用し
たが，その成績をFig．2に示す．
　E．．faecalisはMINO＋EMの組み合わせで全株
（AD：2，　A：1，　D：2）に相乗効果が認められた．
次いでMINO＋CPZが3株（A）に有効であった
が，概してMINOと他剤とで効果があった．ここ
での拮抗作用はMINO＋GM（A）の1株だけであ
った．
　E加oゴz〃％にはIPM／CS＋FOM（A）が全株（3
株に実施）に相乗効果があったが，その他の組み合
わせでは一定の傾向はなかった．また拮抗作用は，
MINO＋AMK（A）で1株にのみ認められた．
　3．黄色ブドウ球菌および腸球菌についての
　　ADC法と他法との比較
　MRSA，　E加6α1ゴs，　E．　faeciz〃mについての併用
効果をADC，　CB，　KCの3方法で比較した成績を
Table　1に示した．
　MRSAに対しADC法で相乗効果が認められた
12例，不関の2，拮抗の1例についてCB法とは全
（4）
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Table　1　Comparison　of　the　results　obtained　by　ADC，
　　Checkerboard　and　Killing　curve　methods
Strain AntibioticsADCCB KC
君50 CEZ＋CMZS S ntCMX＋LMOXS S ntCMX＋CP S 1 nt
CMX＋FOMS S ntCPZ＋CTT S S nt
＃295 CPZ＋LMOXS S ntCPZ＋FOMS S ntCET＋LMOXS S ntCET＋MlNO1 1 ntCTX＋FOMS S SCEZ＋LMOXS S nt＃485 CEZ＋CMZS S SSBPC＋FOMS S S＃707MlNO＋CP A A ntEM＋GM 1 1 nt
＃11 SBPC＋CPZS S SMINO＋EM S S S
＃71 MlNO十GM A A ntCEZ＋GM 1 1 nt
韓81 MINO十EM S S ntCEZ＋FOMS 1 S＃151MINO＋CPZS S 1ABPC＋OFLXS S S＃71 MINO＋OFLXS 1 1＃6541ABPC＋lPM／CSS S nt
＃8341 FOM＋IPM／CSS 1 SMlNO十EM S S S
S：synergistic　1：indifferent　A：antagonistic　nt：not　tested
例，KC法とは3例を比較した．なお，　No．295株（β・
ラクタマーゼ産生MRSA）には29種の抗生剤を使
用し，広範な組み合わせについて検索したが，成績
の一部のみを載せた．ADC法とCB法を比較する
と，No．　295株に対するCMX＋CPが一致しなかっ
た他は，相乗効果例11，不関例2，拮抗例1が一致
した．KC法は3例について実施したが，これらは
すべて相乗効果が認められ，ADC，　CB法の成績と
一致した．
　E．faecalisは4菌株7例についてCB法と比較
し，ADC法で相乗効果を示した5例中4例，不関と
拮抗の各1例が一致した．No．81株に対する
CEZ＋FOMはCB法では不関を示したが，　KC法
で相乗効果が認められ，ADC法の成績と一致した．
一方No．151株に対するMINO＋CPZはKC法
で相乗効果が認められずADC，　CB法と成績が異
なった．
　E加磁窺はADC法で相乗効果を認めた3株5
例をCB法と比較し3例が一致した（不一致の2例
は共に不関）．KC　法ではNo．71株のABPC＋
OFLX，　No．8341株に対するMINO＋EMで共に
相乗効果があり，ADC，　CB法と一致した．
　4．緑膿菌，セラチアについてのADC法による
　　併用効果
Ta le　2　Comparison　of　the　results　obtained　by　ADC，
　　Checkerboard　and　Killing　curve　methods
Strain AntibioticsADC CB KC
CBPC＋GM S S S＃861
CBPC＋LMOX 1 1
SBPC＋MINOS S nt
SBPC＋KM S S nt
SBPC＋GM S S nt
SBPC＋EM S S S
SBPC＋CP S S nt＃1130 CBPC＋KM S 1 nt
CBPC＋EM S S nt
EM＋CTX S S nt
EM＋PL S 1 nt
FOM＋LCMA A nt
LMOX＋AMKS S S＃4531
LMOX＋GM 1 S S
FOM＋EM S 1 S＃11
CMZ＋PL A A nt
FOM＋EM 1 1 nt＃21
SBPC＋GM 1 1 1
＃71 FOM＋EM S S S
S：synergistic　1：indifferent　A　i　entegonistic　nt：not　tested
　Ps．　aentginosαとS．　marcescensのADC法によ
る成績をFig．3に示す．
　Ps．　aeruginosa　5株の併用効果の検索には，
SBPC，　CBPC，　CZX，　LMOX，　AMK，　GM，
MINOの7薬剤を選択した．ここで最も効果の高か
った組み合わせば，LMOX＋AMK　で5株中4株
（A）に有効，次いでLMOX＋GMの3株（AD：1，
A：2）となったが，傾向としてはアミノ配糖体とβ一
ラクタム剤との組み合わせに有効例が多かった．な
お拮抗作用は2例で，MINO＋CZX（A），　MINO＋
GM（A）に認められた．
　S．marcescens　に使用の薬剤はSBPC，　CMZ，
FOM，　GM，　MINO，　EM，　Pしの7種としたが，こ
のうちFOM＋CMZ，　MINO，　EM（共にA）の組
み合わせで各2株ずつに相乗効果があった．なお拮
抗はPL＋CMZ（A）で1株に認められた．
　5．緑膿菌およびセラチアのADC法と他法との
　　効果比較
　CB，　KC法との比較成績をTable　2に示す．
　Ps．　aeraginosaのNo．1130株はS．　aureus　No．
295株の場合と同様に29種の抗生剤を使用したが，
実験成績の一部を示す．
　ADC法とCB法とはNo．1130株のCBPC＋
KM，　EM十PL，　No．4531株のLMOX十GMの3
例を除く11例が一致した．KC法はADC法で相乗
効果を認めた3例，不関の2例について実施したが，
このうち4例の成績が一致した．No．4531株に対す
るLMOX＋GMはADC法では不関であったが，
（5）
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Ps．　ae川9’πosa（5　strains）
SBPCBPCZXLMOXAMKGM MINO
SBPC 1 2 1 1 SBPC
CMZ 2 1 2 2 CBPC
FOM 2 2 1 1（1） CZX
GM 1 4 3 2 LMOX
MINO 2 AMK
EM 1 2
（1） GM
PL （1） MINO
SBPCMZFOM GM MINOEM PL
S．marcesceπ3（3　strains）
Fig．　3　Combination　effect　of　two　antibi－
　　otics　determined　by　ACD　method　on
　　Ps．　aent．ginosa　and　S．　T］zarcescens
（　）：antagonistic
KC法による1／2　MICの併用群は2時間後から菌
数が減少しはじめ，6時間後に最低となり相乗的で
あった．
　S．marcescensについてはCB法は3株5例，　KC
法は3株3例をADC法と比較した．　ADC法の相
乗2例，不関2例，拮抗1例とCB法とは5例中4
例が一致した．唯一不一致のNo．11株に対する
FOM＋EMはADC法で相乗，　CB法で不関となっ
たが，KC法では相乗的に作用した．
　6．真菌についての抗真菌剤の併用効果のADC
　　法による検討
　C．albicans　5株に対する薬剤のMIC　および
MCC（最小殺菌濃度）をFig．4に示す．　MIcの分
布を上段，MCC　を下段に記載した．　AMPH　の
MIC，　MCCはともに0．78から1．56μg／mlの範囲
にあり，VRとNYSでも1管のずれを生じた程度
であった，しかしMCZ，5FCについてはその差が
7～8管と大きく，前3剤と異なる態度を示した．
　薬剤を培地中に1／10MIC量添加し，併用を検べ
た成績をFig。5（右上）に示した．　AMPH，　Mcz，
5FCの併用ではAMPH＋5FCに2株（AD：1，
D：1），AMPH＋MCZ（A），5FC＋MCZ（A）は各
ユ株に相乗効果が認められた．これらの薬剤以外で
は，MCZ＋VRで5株中4株（A）に相乗効果があ
った．培地中の薬剤添加量を，真菌の発育が薬剤不
添加のそれより劣らない濃度（AMPH，5FCは前
実、験と大差なく，MCZやNYSでは約4倍，　VRは
約10倍）まで上げたときの併用の成績をFig．5（左
下）に示した．相乗効果は5FC＋MCZ　（A），
NYS十AMPH（A），　NYS十MCZ（A）などで新た
に認められ，計15例となった．拮抗の組み合わせは
MCZ十AMPHで1／10　MIC量のときに3株（D），
培地中の薬剤の添加量を上げると2株であった．
100 50 25 12．5 6．25 3．13 1．56 0．78 0．39 0．20
AMPH（μ91m2）
VR （U〆mの
NYS〔Ulmの
MCZ〔μ9／mの
5FC（μ9！mの
　　　　　　　　　　　　∈≡ヨ：MIC　　　　E222】：MCC
Fig．4　MIC　and　MCC　distribution　of　antifungal
　　agents　against　C．　albicans　（5　strains）
1／10　MIC
AMPHMCZ5FC NYS VR
AMPH
1（3） 2 1 2 AMPH
MCZ （2）
1 4 MCZ
5FC 2 2 5FC
NYS 3 1 NYS
VR 1 5 1 VR
（MIC）
AMPH
i1／10－1／20）
MCZ
k1／2．5・1．日）
　5FC
早^5一捌0）
NYS
i1／2．5）
　VR
i1．3－L6）
　　　　　　　　　　　　　（　）：antagonistic
Fig．　5　Combination　effect　of　two　antifungal　agents
　　determined　by　ADC　method　on　C．　albicans　（5
　　strains）
　ADC法の成績から5株11例についてCB法と
は全例，KC法とは7例を比較したのがTable　3で
ある．ADC　法とCB　法の成績はNo．11株の
AMPH＋MCZ（拮抗）とNo．80株のMCZ＋5FC
（不関）で一致しなかったが，ADC法で相乗効果が
あった9例の薬剤組み合わせはすべてCB法と一
致した．
　KC法とはNo．96株のAMPH＋5FCを除き，7
例中6例が一致した．しかしKC法で相乗効果が認
められた例でも，C．　aibicansに対する殺菌作用は概
（6）
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して弱く，出発菌数を維持したままか，あるいは同
数が減少しても1／10から1／100（104～103／ml）の程
度であった．ただし，No．11株にMCZとVRを
1／2MIC量併用した場合だけは，48時間後に菌を
完全に殺菌した．
　7．3方法による併用成績のまとめ
　ADC法の判定基準としたADC　index（0．5以下
を相乗，2．0以上を拮抗）と，CB法のFIC　index
（0．5以下を相乗，2．0以上を拮抗）との相関を検べ
たのがFig．6である．　ADC法で相乗効果を認めた
45例，不関を示した7例，拮抗の5例と，CB法と
の相関関係を示す回帰直線はy＝0。35＋0．39xで
あり，相関係数はr＝0，80であった（0．1％の危険
率で有意）．ADC，　CB両方法の結果が相違した例
が，特定の菌種に偏るということはなかった．しか
しADC法の相乗効果7例が，　CB法で不関（FIC
indexが1．0以下）となった．
　Table　4にADC，　CB，　KCの3方法の成績をま
とめた．一般細菌の5種とC．albicansの計6菌種
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35株から，57の薬剤組み合わせをCB法と比較し
たとき 一致率は82．46％で，47組み合わせが一
致した．菌種別にみると，S．αureztsの一致率が最も
高く，E．　faeciz－nが最低であった．　ADCとKC法
とは26例で比較したが，84．62％（22例）が一致し，
S．aureusとS．　mαrcescensは100％一致した．一
方CBとKC法とは80．77％（26例中21例）の一
致であり，僅かながらADCとKC法との一致率よ
り低かった．なお，これら3方法がすべて一致した
のは69，23％（26例中18例）であった．
o
lndifferent
一
　　　ロSynerglstic　　▲◆
1奪i
　
＝合
口
O　S，aureus
A　E．　faecaliS
i　E　faectum
O　Ps，eerugtnosa
一　S，mercescens
“　C．elbicans
　　　　　　　　　O．5　1　2　3　4　　　　　　Checkerboad　method　〈FIC　index）
Fig．6　Correlation　between　FIC　index　and　ADC
　　index
考 察
　抗生物質の併用についてJawetzら1）は，その作
用機序が殺菌的なもの同士は相乗的に作用し，静菌
的なもの同士は相加的に，殺菌性抗生物質と静菌性
抗生物質との併用は拮抗的に働くとした．しかしそ
の後殺菌性抗生物質同士での併用にも拮抗例が認め
られ3》，さらに抗菌薬の化学的修飾による半合成抗
菌薬および合成抗菌薬の開発も増え，現在ではこの
理論を単純にはあてはめ難い4）．
　細菌感染症の治療は化学療法剤の単独投与が原則
であるが，重篤な基礎疾患を有し抵抗力の減弱した
Table　3　Comparison　of　the　results　obtained　by　ADC，
　　Checkerboard　and　Killing　curve　methods　on　C．
　　albicans
Strain Antifungal　drugsADC CB KC
AMPH＋MCZA 1 nt＃11
MCZ＋VR S S S
AMPH＋NYSS S S＃21
MCZ＋VR S S S
AMPH＋5FCS S S＃31
MCZ＋VR S S nt
AMPH＋5FCS S nt＃80
MCZ＋5FC1 S 1
AMPH＋MCZS S nt
＃96 AMPH＋5FCS S 1
MCZ＋5FCS S S
Sisynerglstic　1：indifferent　A／antagonistic　nt：not　tested
Table　4　Comparison　of　the　results　obtained　by　．ADC，　Checkerboard
　　and　Killing　curve　methods
ADC：CB ADC：KC CB：KC ADC：CB：KC
S．aμ’euS 93．3％（14／15）100％（3／3） 100％（3／3） 100％（3／3）
ε．’aeca”S 85．7％（6／7） 75．0％（3／4） 75．0％（3／4） 50．0％（2／4）
ε．’aθc加π7 60．0％（3／5） 75．0％〔3／4） 75．0％（3／4） 50．0％（2／4）
Ps．　ae摺9加osa78．6％（11／14）80．0％（4／5） 100％（5／5） 肌0％（4／5）
S．marceεcθηs80．0％（4／5） 100％（3／3） 67．0％（2／3） 67．0％（2／3）
C．a’b’caηs81．8％（9／11）85．7％（6／7） 71．4％（5／7） 71．4％（5／7）
Mean 82．46％　（47／57）　　　84巳62％　（22／26）80．77％（21／26）923％（18／26）
（7）
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Table　5　Comparison　of　the　results　obtained　by　ADC
　　and　‘‘KASANE”　disc　method
Strain AntibioticsADC “KASANE”
＃25 CEZ＋FOM 1 1
＃29 MlNO＋FOMS S
ABPC＋FOMS S
SBPC＋FOMS S
＃33 CEZ＋FOM S S
CTX＋FOMS S
CMZ＋FOMS S
ABPC＋FOMS S
SBPC＋FOMS 1
＃63 CEZ＋FOMS S
CMZ＋FOM 1 1
EM＋FOM S S
＃485 MlNO＋FOMS 1
S：synergistic　i：indifterent
宿主における感染は難治性であり，併用療法を施行
する例も多い．併用療法は，抗菌スペクトラムの拡
大，複数菌感染の治療，耐性化の防止あるいは遅延，
副作用の軽減，相乗作用による抗菌力の増大などを
期待して実施され5），細菌性心内膜炎に対する
PCGとSM，緑膿菌感染症に対するβ一ラクタム剤
とアミノ配糖体剤，MRSA感染症に対するFOM
とCMZの併用などで多くの報告がある．
　薬剤の併用効果を簡易に検べる方法には薬剤の拡
散を利用した，ディスク法やペーパーストリップ法
が知られている．井上ら6）はMRSA　108株に対す
るFOMとCMZの相乗効果をディスク法（ディス
ク間は2cm）で検索し51．9％（56株）に効果を認
め，この成績はCB法とも一致したと報告してい
る．しかし臨床分離のKlebsiella　10株について
AMKとCEZの併用効果をディスク法，　CB法お
よびKC法で比較したKlasterskyら7）は，成績が
すべて一致したのは僅か2株で，ディスク法による
併用は明らかでなかったと述べている．
　原ら8）は重ねディスク法を考案し，MRSAに対
するFOMとセフェム系抗生物質との相乗効果を
検討した．同方法は菌液を寒天培地表面に塗布し，
FOMの低濃度（5，！0，20μg）含有ディスクを先に
貼付し，CMZやCMDなどの市販ディスク（共に
30μg）をその上に重ね，早取の阻止円と比較して顕
著な阻止円増大（阻止円径が3mm以上の差でほぼ
単独の125％以上）を相乗効果と判定した．本実験
で使用のMRSA　4株（No．25，33，63，485）と
MSSA　1株（No．29）に対する，　FOMと他剤との
併用をADC法と重ねディスク法で比較した結果を
Table　5に示したが，84．6％（13例中11例）が一致
した．不一致の2例（ADC法で相乗，重ねディスク
法では不関）については，CB法やKC法で併用効
果を検索しなかったので詳細は不明であるが，両方
法の一致率は概ね良好であった．しかし他菌種（腸
球菌，緑膿菌，セラチア）で重ねディスク法を実施
したところ，僅か二三にのみ相乗効果が認められた
程度であった．
　ディスク法は，菌の感性度によってディスク間の
距離を適当に設定する必要があり，さらに数種類の
薬剤組み合わせの中から最も相乗効果の高い薬剤を
選択するには，判定法が曖昧である．金沢ら9）は昭
和ディスクによる阻止円とMICとの関係を利用
し，CB法におけるFIC　indexの概念をディスク法
に導入したが，ADC法においても同様の併用効果指
数が得られ，結果はCB法のFIC　indexともよく
相関した（Fig．6）．
　ADC　法による相乗効果は，　MRSA　に対する
CEZ十CMZ　とCEZ十FOM，　E．　faecalis　には
MINO十EM，　E．　faeciztmにIPM／CS十FOM，　Ps．
aentginosaにはAMK十LMOX，　S．　marcescensは
FOM十CMZ，　MINO，　EM，などに認められ，　C．
αlbicansに対してはAMPH＋5FC，　MCZ＋5FC
にある程度の効果があった．なおMRSAに対し，同
系統の薬剤であるCEZとCMZの併用で最も強い
相乗効果が認められた．紺野10）はCETとCMZで
認められる相乗効果の現象を，ブドウ球菌が産生す
る細胞壁合成に関与する酵素蛋白に対するこれら
β一ラクタム剤の親和性の微妙な差によって生じると
しているが，菌の産生するβ一1actamaseのCMZへ
の結合親和性がCEZより高いためCEZが失活を
免れることも相乗の一因と考えられる11）．またE．
faecalisに相乗効果を示したMINOとEMは共に
蛋白合成阻害剤であるが，MINOはリボソームの30
Sに，EMは50　Sに結合する．このような一次作用
点の相違が相乗効果をもたらしたのか，あるいは
MINOを含むテトラサイクリン系抗生物質の作用
機序が蛋白合成阻害という作用以外にも，細胞壁合
成阻害の可能性がある12）ことに起因するのかは明
確でないが，少なくともin　vitroの効果は不思議で
ない．ADC法の成績はこれら以外の薬剤組み合わせ
でも相乗効果を示した例は多かったが，投与方式（内
用薬と外用薬との併用）などを考慮すると実際には
使用不可能な組み合わせもあった．本実験では初
（8）
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v’it7’oにおけるADC法の有用性を主に検討したの
で，このような薬剤組み合わせについてもCB法や
KC法と比較したが，その結果はほぼ一致していた．
　ADC法では最初に培地中の薬剤と接触した菌が，
次にディスクから拡散された薬剤と接触する．本方
法で一方の薬剤を培地中に添加し，併用薬剤をディ
スクで使用のときと，逆の場合とで結果が異なる例
を認めたが，原因の一つに併用薬剤の菌に接触する
時間のずれが考えられる．高橋ら13）は緑膿菌に対す
るCBPCとGMの併用で，’はじめに細胞壁合成阻
害剤のCBPCを接触させ，その後に細胞内に作用
するGMを添加した方が逆の場合より効果があっ
たと報告している．この現象がADC法にもあると
すれば，細胞壁合成阻害剤を培地に添加し，蛋白合
成阻害剤をディスクで使用した方がその逆の場合よ
り効果が出現しやすいはずである．本成績ではPs．
aentginosaに対してLMOX（細胞壁合成阻害剤）
を培地中に，AMKとGM（蛋白合成阻害剤）をデ
ィスクで使用したときの全例に相乗効果（GMとの
1例はAD）があり，　S．　marcescensはFOM（細胞
壁合成阻害剤）を培地中に，MINOおよびEM（蛋
白合成阻害剤）をディスクで併用した場合に効果を
認めた．しかしこのような系統問の相乗は逆の場合
で認められた例（MRSA：EMを培地中に，β一ラク
タム剤をディスクで使用のときの相乗効果など）も
あり，一概に結論は出せなかった．
　もう一つの問題として両薬剤の濃度の比が考えら
れる．培地中に添加する薬剤量は被検菌株に対する
感受性に左右されるが，ディスク中の添加薬剤量は
一定なため，両剤の濃度比がときには1：1，000程度
の開きを生じることもある．培地中の薬剤添加量を
上げると有効例が増える（Fig．5）ことからも，特定
の薬剤に限定して実施する際には培地中の濃度を数
段階設ける必要があるかもしれない．
　C．albicansに対する感受性試験の標準法は確立
されていない．しかし深在性真菌症は年々増加し，薬
剤感受性検査はますます重要となる．本実験で供試
した薬剤のうちMCZ，5FCは液体培地でのend－
pointの判定が困難な例があった．　MCZを含むイミ
ダゾール系薬剤は，MIC値より低濃度域の部分的発
育阻止と，高濃度域の完全発育阻止あるいは殺菌効
果がある14）．また5FC　についても本実験の成績
（Fig．4）でMIcとMccとに大きな開きを生じた
が，この現象はShadomy15）も報告しており，MCZ
と同様な部分的発育阻止濃度域が存在するようであ
る．判定をより明確にするために軟寒天培地の使
用16）や混釈法17），吸光度による測定18｝などの報告
もあるが，今回の実験では生菌数によってendpoint
を判定した．その結果，CB法では通常の判定でFIC
indexを計算すると相乗効果はわずか1例にのみ認
められたが，このときに実際の生菌数を測定しこれ
よりFIC　indexを求めるとADCとCB法の成績
は良く一致した（Table　3）．　C．αlbicansに対する併
用では，5FCとAMPHまたはKCZ（ketocon－
azole）との相乗作用，　AMPHとMCZの拮抗例な
どが報告されているが，ADC法でも5日目＋AMPH
の相乗効果が2株に，AMPH＋MCZの拮抗が3株
に認められた．ADC法で供試した抗真菌剤のうち，
深在性真菌症に有効な治療薬はAMPH，　MCZ，5
FCの3剤であるが，現段階では一応満足できる結
果が得られた．
　加vit7’OにおけるCB，　KC両方法を比較検討し
た報告はあまりない．Weinstein19）らは緑膿菌6株，
セラチア5株に対するアミノグリコシド系とペニシ
リン系抗生物質との併用をCB法およびKC法で
比較し，高い一致率を認めた．Klastersky　ら7）は
Klebsiella　20株に対し，　AMKとCEZとの併用を
両方法で比較し，75％（15株）が一致したと報告し
ている．さらに併用の評価法もまちまちで，CB法で
の相乗効果をFIC　illdexでみる場合，0．5以下とす
るか，あるいはユ以下とするかで成績は大きく異な
る．Chadwickら20）は臨床分離のKlc・bsiella，緑膿
菌各2株とセラチア1株についてAMKとIPM
の併用効果をKC法で検べ，　Hallander21）らの提唱
する厳密な定義（単独群は1／2MBC，併用群はその
半量ずつで2桁以下の減少を有効）に従うと相乗効
果はないが，通常の判定では全株に認めたと報告し
ている．一方薬剤自身も，その組み合わせや被検菌
株により成績は異なり，併用する薬剤同士と菌の組
み合わせの結果でほかを類推するには危険が多
い22）．このような理由から併用効果を検索するに
は個々の菌株に対する実施が不可欠で，そのために
は日常の細菌検査に使用できる簡易な方法が必要と
なる．
　ADC法はディスク法に比較すれぼやや手間がか
かるが，CB法やKC法よりは操作が簡便であり，し
かも数種類の薬剤の併用を同時に検索できる．今回
CB，　KC両法の成績とADC法とを比較したがこ
（9）
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乗効果検索に有用な方法と考えられた．　　　　　　　に御礼申し上げます．
総 括
　多種類の抗菌剤の併用効果を簡易に検索する方法
としてAgar　Disc　Combination　method（ADC法）
を考案し，臨床分離のメチシリン耐性黄色ブドウ球
菌（MRSA），　Enterococczts’，　Pseudomonas，　Serratiα
並びにCandidaについて各種抗菌剤の併用効果を
従来法と比較検討して，ADC法の有用性を確認し
た．
　ディスク拡散法を応用したADC法は，培地中に
添加した一定濃度の薬剤と，感受性ディスクから拡
散される薬剤との相互作用による阻止円直径から併
用効果指数（ADC　index）を算出し，この値が0．5
以下のときに相乗，2以上を拮抗とした．
　各菌種についての併用効果は，MRSA：CEZ＋
CMZ，　E．　faecalis：MINO十EM，　E．　faeciztm：
FOM十IPM／CS，　Ps．　aerblg2inosa：AMK十LMOX，
S．marcescens：FOM十CMZ，　MINO，　EMなどの
組み合わせで多くの株に相乗効果が認められ，C
albicansにおいてもAMPH　十5　FC，　MCZ十5FC
である程度の相乗効果があった．
　6菌種57の薬剤組み合わせについて，ADC法と
Checkerboard法（CB法）の成績を比較した結果，
CB法のFIC　indexとADC　indexとは82．46％
（47組み合わせ），ADC法とKilling　curve法（KC
法）とは84．62％（22／26）の一致率で，ADC法と
CB，　KC両法の成績との間に高い相関が認められ
た（CB：KC法は80．77％）．
　ADC法はCB，　KC法などの従来の方法と比較
して操作が簡便で，かつ一度に多種類の抗菌剤の併
用効果が検索できる利点があり，難治性感染症の化
学療法を実施するに当たってADC法が有用な情報
を提供するものであることが示唆された．
　なお本論文の要旨は第35回日本化学療法学会東
日本支部総会（1988年），第62，63回日本細菌学会
総会（1989，1990年）で発表した．
　稿を終えるにあたり，御指導御校閲を頂きました
東京医科大学微生物学教室金党貞教授並びに大黒勇
名誉教授に深謝すると共に，同微生物学教室の各位
と財団法人河野臨林医学研究所微生物学研究室長小
松崎尚博士の御助力に謝意を表します．また，同研
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